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INTRODUCTION 

• La biologie moléculaire consiste à étudier la 
structure des gènes, leur expression et le 

contrôle de leur expression. 

• Elle conduit donc à travailler essentiellement 
avec des molécules d'ADN, et 
d'ARNm(expression génique). 
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1-1 Les Enzymes de restriction 

Ce sont des endonucleases extraites à partir de 
microorganismes 

(généralement des bactéries) et qui coupent les liaisons 
phospho-diester au niveau des acides nucléiques. 
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les endonucléases 


Elles coupent l'ADN à l'intérieur en cassant les liaisons phospho-diester. 
coupent au niveau de sites spécifiques appelés « sites de restrictions », 
ces sites sont de nature palindromique, c'est-à-dire qwla lecture 

y 

des deux brins complémentaires dans des sens odPO^és donne la 
même séquence. 


5' AT G CTAG ATAG CAT 3/ 
3' TACGATCAATCGTA 5' 



Séquence 

palindromique 
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endo-nucléases 
Il y a deux catégories d'endo-nucléases : celles qui donnent des 




extrémités franches et celles qui donnent des extrémités cohésives, d'où la 
possibilité de lier des fragments d'ADN d'origine différentes : c'est le phénomène 
de la recombir/aison génétique. 


ÿ'ATCGCGTTACGJ' SmAACGCGATT î'ATCGr 5”G1TACCCCTAACGCGAT3' 

37AGCGCAATGC5* î'GtATTGCGCTA** 37AGCGCAATGCGCATTGC^ ’ 3 GCTAF 


Fxtipmiits Fiant hn 


Extmmtf* tolitffivts 


Figure z : les deux types d'endonucléases 
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Tableau 1: exemple de quelques 
exo nucléase et l eurs o rigines 


Enzyme 

miciooigdnkme 

SITE DE 

RESTRICTION 

Eco R! 

Echerichia cofi 

T 

GAATTC 

CTTAAG 

î 

Eco RU 

E chéri cht a coti 

1 

GCCTGGC 

CGGACCG 

T 

Psi / 

Pr o vide nti a 

siuartn 

l 

CTGCAG 

GACGTC 

T 

Hindi H 

HaemophUus 

influent ae 

1 

AAGCTT 

TTC G AA 

T 


Il existe trois types d'enzymes 
de restriction. 

Les enzymes de type I et III ne 

sont pas utilisées en pratique, 
car elles coupent l'ADN de 
façon aléatoire. 

Les enzymes de restriction de 
type II, clivent spécifiquement 
les deux brins d'ADN au niveau 
d'une séquence bien définie. 
Elles ont la particularité de 
reconnaître et de couper des 
séquences 
palindromiques 


facadm16@gmail.com 


Participez à "Q&R rapide" pour mieux préparer vos examens 


2017/2018 


Sur: www.la-faculte.net 


Espace E-learning pour apprentissage gratuit online 


Pour utilisation Non-lucrative 


I - Les Enzymes 1-2 ADN polymerases 


• Taq polymérase : 

extraite à partir d'une bactérie Thermus aquaticus , 
Active à 70°C, utilisée dans la technique PCR, en vue 
d'une amplification de l'ADN in vitro. 
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I - Les Enzymes -3 Les ligases 

Elles réalisent des liaisons phospho-diester, pour souder deux 
segments d'ADN. (Fig.4) 


Ti 


-T-T-A-A^ 1 

4' 


ï ATP 


ligase 


s* AMP + S PP 


V 

-AHA-T-T- 


-T-T— A-^-îi 


Figjure 4 : r&alisacion de. Liaisons pKospKodifiscers par La ligase 
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Ce sont aë^rïÔTëcÜTë^H\Di\l construites à partir 
de plasmides ou de virus (cosmides), qui permettent 
le transfert de gènes entre cellules. 

Tous les vecteurs possèdent un poly-linker refermant 
plusieurs sites de restriction, où on peut ouvrir le 
vecteur pour insérer une séquence d'ADN et un 
gène de résistance aux antibiotiques. 

Le gène de résistance permet de sélectionner les 
cellules qui ont reçu le vecteur après transfection. 

Il existe deux grandes catégories de vecteurs : 
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ll-l Vecteur de clonage 

renferme une origine de réplication (Ori V ( il permet de cloner un 
segment d'ADN ou un gène qui y est intégré. Schémas simplifié 
(Figure 5) 




Cli*p*a dû rf k -l<i.4j>riiL-j* 
4 IM! 4ni4b4CVlli<|g« 



Figure: 5 : vecteur lie clünaje 
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11-2 Vecteur d'expression : 

• Renferme un promoteur, il permet de faire exprimer 
un gène Schéma simplifié (Figure 6) 



Figure 6 : vecteur J" 1 expression 
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III Les sondes moléculaires 

• Séquence d'ADN monocaténaire, marquée, 
complémentaire du gène recherché, son rôle est la 
détection de gènes, notamment en diagnostic génétique. 

• Le principe consiste à détecter la présence d'une 
mutation ponctuelle en réalisant l'hybridation moléculaire 
entre la séquence à tester et la sonde de l'allèle muté, 
L'utilisation d'une sonde spécifique de l'allèle normal et 
nécessaire pour réaliser un témoin négatif. 

• Pour s'hybrider de façon spécifique à la séquence 
complémentaire, la sonde doit être courte. Les sondes 
sont marquées avec un élément radioactif (P32) ou 
chimioluminescent (digoxygénine) pour pouvoir les 
détecter après hybridation. 
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IV Les Techniques 

IV-1 Technique d'électrophorèse 
sur gel d'agarose 

IV-2 Technique PCR 

IV-3 Technique de séquençage- 
sanger- 
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IV-1 Technique d'électrophorèse sur gel d'agarose 

• L'ADN génomique est fragmenté par une enzyme 
de restriction. 


• Le produit de la digestion est ensuite migré sur le 
gel d'agarose par électrophorèse afin de séparer 
les fragments de restriction en fonction de leurs 
poids moléculaires. 
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Fîcf- 7 : Technique d^UcnTQphüTàse. 
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IV-2 Technique PCR : 

Permet d'amplifier de courtes séquences d'ADN (quelques kilobases) in vitro, à 
partir d'une très petite quantité d'ADN même issue d'une seule cellule, par 
une série de cycles se déroulant en trois étapes : dénaturation, hybridation 
de l'amorce, réplication. Le nombre de molécule obtenu après n cycles et 
2n. (Figure 8) 

- Dénaturation : l'ADN à amplifier est dénaturé à la chaleur, les deux brins se 
séparent et servent de matrice. 

- H y b r i d a t i o n d e s a m o r c e s : on baisse la température pour 
permettre à l'amorce de s'hybrider spécifiquement aux extrémités de la 
séquence cible à amplifier. 

-Elongationoupolymérisationà70°C:à cette température 
optimale de l'activité de l'enzyme Taq polymérase, l'amorce est allongée par 
complémentarité au brin matrice, ce qui produit deux nouvelles molécules 
d'ADN. 
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IV-2 Technique PCR : 


S' 


5 ’, 


3 ‘ 







Dénaturation Hybndatron de* 

amorce: 

— AmocuAIfli 
E'ftn nouvellement 


Figure 8 : représentation schématique des 3 étapes d'un cycle PCR 



élongation 
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IV-3 Technique de séquençage-Sanger- 

permet de déterminer la séquence d'ADN en réalisant une série de 

réplication 

il faut 

- 4 synthèses du brin complémentaire 

- des amorces d'où les synthèses débutent 

- Les ADNs polymérase I : catalyse la synthèse 

- Des nucléosides triphosphate (+ Mg 2+ ) : dATP , dCTP , dGTP et dTTP 

- Des didésoyribonucléoside triphosphate marqué (radioactivité) : dd ATP, 
ddCTP ddGTP, et ddTTP; ne possèdent pas de groupement OH en 2' ni 
en 3', Ils bloquent donc la synthèse lorsqu'ils sont incorporés au brin. 

Ainsi on utilisant différents didésoxynucléotides (ddA, ddï, ddG, ddC) on 
obtient plusieurs fragments se terminant chacun par l'un des didé- 
soxynucléotides. 

Après séparation des brins néo synthétisés et leur migration sur gel 
d'électrophorèse, chaque fragment indique la position d'une base au niveau 
du brin néosynthétisé (brin lu) dont l'ordre est donné par sa position sur le 
gèle d'électrophorèse (Figure 9). 
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J.TGCIlCTTGIUlCGCaT 5* 


ï MG T -7 


y Single stranded DNA 
J- Labelled primer 
+ DNA polymerase 

+ exeess of dATP, dTTP, dCTP, dGTP 


+ ddATP 

+ ddTTP 

+ ddCTP 

+ddGTP 

ACG IGAACT ICCGTJI 

ICGÎGAACTTGCGI 

ACGÏGAACT 1 GC 

ICGTGIACTTGCG 


ICGIGAA 


ACGÎGAACTT j 

RtGFGAflt 

ICGtGAACTTG 






ICC IGA 


AGGTGAACr 


1 CGTG 


A T C G 



H 1 

- ï 

O a 

c -ç 
S O 
ïï £: 

p u 

.E * 

Q m 


Read sequence 


S’ GflflCMGCGUl j 


7 flTTGBflCGCBT-b’ 


Corn plein entary sequence 
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IV-4 Southern blot 

Le but de la technique est le transfert de l'ADN du gel sur une feuille 
de nitrocellulose ou de nylon afin de visualiser des séquences 
précises par hybridation moléculaire avec une sonde marquée. 


1. Fragmentation de l'ADN par une endonucleases 

2. Séparation des fragments de restrictions en fonction du poids 
moléculaire (électrophorèse sur gel d'agarose) 

3. Transfert des fragments du gel sur une feuille de nitrocellulose(ou 
membrane de nylon) (fig.10) 

4. Dénaturation de l'ADN fixé sur la membrane. 

5. Mise en contacte de l'ADN et des sondes marquées en milieu liquide 
et sous agitation. 

6. Lavage de la feuille pour éliminer les hybridations non spécifiques. 

7. Visualisation des sondes fixées par autoradiographie. 
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IV-4 Southern blot : 
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V-Applications 

-Détection des mutations génétiques(dgc 
des maladies génétiques) et détection 
des polymorphismes genetiques(test de 
paternité,identification dans les 
catastrophes naturelles et en 
criminologie) 

-Thérapie génique(vu en td) 

- Synthèse de molécules thérapeutiques(vu 
en td) 
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